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La presente invention a trait a une composition comprenant, dans un milieu 
physiologiquement acceptable adapte a une application topique sur la peau, au 
moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique et (ii) un produit capable de modular I'activite dudit 
polypeptide ; et leurs utilisations notamment pour moduler le phenomene de 
desquamation. 

La desquamation est un phenomene naturel lie au fait que I'epiderme, qui 
constitue la couche superieure de la peau, est en constante regeneration. 
L'epiderme est constitue de plusieurs assises de cellules, dont la plus profonde 
est Tassise basale constitute de cellules indifferenciees. Au cours du temps, ces 
cellules vont differencier et migrer vers la surface de I'epiderme en constituant 
les differentes assises de celui-ci, jusqu'a former a la surface de I'epiderme^ les 
corneocytes qui sont des cellules mortes qui s'eliminent par desquamation. j|. 
Cette perte en surface est compensee par la migration de cellules de ra^ise 
basale vers la surface de I'epiderme : il s'agit du renouvellement perpetuel de la 
peau. Une elimination forcee de la couche cornee accelere donc> le 
renouvellement et permet de lutter contre le vieillissement. ^ . 

Dans le meme temps, ces cellules poursuivent leur differenciation dont le dernier 
stade est le corneocyte. II s'agit en fait de cellules mortes qui constituent la 
derniere couche de I'epiderme,.. c'est-a-dire la couche la plus externe ericore 
appelee stratum corneum. 

Le vieillissement cutane resulte de facteurs intrinseques ou extrinseques se 
traduisant par I'apparition de rides et ridules, par le jaunissement de la peau qui 
developpe un aspect parchemine accompagne de I'apparition de taches 
pigmentaires, par la disorganisation des fibres d'elastine et de collagene 
entraTnant une perte d'elasticite, de souplesse et de fermete. 
Certains de ces signes du vieillissement sont plus particulierement lies au 
vieillissement intrinseque ou physiologique, c'est-a-dire au vieillissement 
« normal » lie a I'age ou chronobiologique, alors que d'autres sont plus 
, ' specifiques du vieillissement extrinseque, c'est-a-dire du vieillissement provoque 
d'une maniere generate par I'envirdhnement ; il s'agit plus particulierement du 



1er depot 



2 

photovieillissement du a I'expbsition au soleil, a la iumiere ou a tout autre 
rayonnement. 

On connait dans Tart anterieur divers agents aux proprietes desquamantes 
5 destines a lutter contre le vieillissement cutane. 

Ainsi, le brevet US-A-4 603 146 decrit I'emploi d'acide retinofque. et de ses 
derives dans des compositions cosmetiques, en vue de lutter contre le 
vieillissement cutane. 

Par ailleurs, de nombreuses compositions cosmetiques du commerce enseignent 
10 I'emploi des a-hydroxyacides comme I'acide lactique, I'acide glycolique ou 
encore I'acide citrique pour traiter le vieillissement cutane. 

On connaTt enfin les p-hydroxyacides et plus specialement I'acide salicylique 
ainsi que ses derives pour leur proprietes desquamantes (WO-A-93/1 0756 et 
US-A-4 767 750). 

15 Tous ces composes ont une action contre le vieillissement de la peau en 
favorisant la desquamation, c f est-a-dire Telimination des cellules 'mortes 1 situees 
a la surface de la couche cornee de Tepiderme. Cette propriete 'desquamante 5 
est aussi appelee, souvent a tort, propriete keratolytique. 

20 Mais les composes de I'art anterieur presentent egalement des effets 
secondaires, qui consistent en des picotements, des tiraillernents, des 
echauffements et des rougeurs desagreables pour Tutilisateur. 

II reste done un besoin de disposer de nouveaux composes efficaces 
25 utilisables dans une composition adaptee a une application topique sur la peau, 
pour faciliter notamment la desquamation de la peau. 

Or ' la demanderesse - a * trouve de . maniere inattendue que 
I'Aspartylglucosaminidase AGA (EC 3.5.1.26) appartenant a la famille des 
30 hydrolases a activite amidasique (EC 3.5.1.X), est presente dans I'epiderme au 
niveau du stratum corneum et a une activite prodesquamante. 
Pourtant Tetude de certaines mutations de I'AGA responsables d'une maladie 
* genetique grave appelee rAspartylglucosaminuria (AGU), avait montre jusqu'ici 
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une expression de I'AGA principalement au niveau des hepatocytes, des cellules 
pyramidales du cortex cerebral, des cellules du tubule proximal du rein et dans 
une moindre mesure, au niveau du tissu conjonctif (Enomaa N.E. et al, (1993), 
The Journal of Histochemistry and Cytochemistry, Vol 41, N°7, pp 981-989 ; Arvio 
et al (1999) J Med Genet, 36, 398-404). Aucune mention n'etait faite d'une 
quelconque 'expression ni activite de I'AGA, a fortiori d'une" activite 
prodesquamante, au niveau de I'epiderme, en particulier au niveau du stratum 



corneum. 



L'invention concerne done une composition comprenant, dans un milieu 
physiologiquement acceptable adapte a une application topique sur la peau, au 
moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique et (ii) un produit capable de moduler I'activite dudit 
polypeptide. V 

Elle concerne.egalement I'utilisation desdits composes ou de la composition -pour 
moduler, en particulier favoriser la desquamation et/ou moduler le renouvellement 
cellulaire de I'epiderme et/ou moduler I'hydratation de la peau et/ou module? la 
proliferation et/ou la differenciation cellulaire au niveau de la peau et/ou faciliter la 
penetration cutanee d'actifs de compositions cosmetiques et/ou dermatologigues 
et/ou lutter contre I'adhesion bacterienne. . 

Selon un premier mode de realisation, la composition contient a titre de 
principe actif au moins (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite 
.amidasique. 

Les hydrolases a activite amidasique (EC 3.5.1.X) agissent sur des liaisons 
carbone/azote autres que des liaisons peptidiques. En particulier, 
I'Aspartylglucosaminidase AGA (EC 3.5.1.26) est une enzyme lysosomiale qui 
hydrolyse les liens N-acetylglucosamihe-asparagine des glycopeptides et 
glycoproteines humaines (McGovern MM et al, (1983), The journal of biological 
chemistry, 258, 17, 10743-10747). 

A titre d'exemples de composes de la famille des hydrolases a activite 
enzymatiques, on peut citer les composes EC 3.5.1.1 a EC 3.5.1.89 de la 
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nomenclature classique, parmi lesquels ('asparaginase, la giutaminase, I'amidase, 
I'urease, I'aminoacylase, i'aspartoacylase, la ceramidase, la peptidyl-glutaminase, 
la formamidase, la pentanamidase, et I'aspartylglucosaminidase AGA. 

On utilisera de preference dans le cadre de Tinvention un polypeptide a 
activite aspartylgucosaminidase ou un precurseur de celui-ci. 

Par 'precurseur d'un polypeptide',, on entend une forme non active ou 'pro-' de 
I'enzyme qui, apres transformation, conduit a la forme active de I'enzyme. Cette 
transformation peut consister en une separation du peptide signal et une 
autoproteolyse intramoleculaire. 

Dans le cadre de I'invention, ledit polypeptide a activite 
aspartylglucosaminidase peut etre choisi parmi : 

a) un polypeptide d'origine humaine ou un homologue dudit polypeptide 
ayant une activite aspartylglucosaminidase ; 

b) un analogue enzymatique ou biomimetique dudit polypeptide selon 
a), ayant une activite aspartylglucosaminidase; 

c) un fragment dudit polypeptide selon a), ledit fragment ayant une 
activite aspartylglucosaminidase ; 

d) un polypeptide ou analogue enzymatique ou fragment de polypeptide 
selon a) a c) sous une forme active de type heterodimere ou 
heterotetramere ; 

e) un polypeptide ou analogue enzymatique ou fragment de polypeptide 
selon a) a c) ayant subi une ou plusieurs modifications. 

Le polypeptide d'origine humaine ayant une activite aspartylglucosaminidase 
comprend par exemple Ja .sequence,, peptidique decrite sous le n° d'accession 
SwissProt P20933 (Fisher et al., 1990, FEBS Letter, 269(2), 440-444) ou ses 
homologues. 

D'une fagon generale, on entend par < homologue , d'un- polypeptide ou d'une 
sequence peptidique, tout polypeptide ou toute sequence peptidique identique a 
au moins 50%, de preference a au moins 80% et encore plus preferentiellement a 
au moins 95 % d'un polypeptide ou d'une sequence peptidique definie, chez la 
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meme espece ou chez une espece differente ; dans ce dernier cas, on le designe 
egalement par 'polypeptide orthologue'. 

A titre de polypeptides a activite aspartylgucosaminidase utilisables selon 
Invention, on peut citer par exemple les polypeptides de sequences AGA 
5 connues chez les Eucaryotes, en particuiier les sequences AGA de mammiferes 
. (souris, homme), de levure et de plantes et leurs orthologues (polypeptide 
homologues, chez une espece differente), en particuiier : 
Esp ^ ce N°d'accession SwissProt 

- Caenorhabditis elegans (nematode) (Q21697) 
10 - Flavobacterium meningosepticum (bacterie) (Q47898) 

- Homo sapiens (humain) (P20933) 

- Mus musculus (souris) (Q64191) £ 

- Sus scrofa (pore) (P30918) . 

- Rati us norvegicus (rat) (P30919) 
15 - Spodoptera frugiperda (insecte) (002467) 

Par 'pourcentage d'identite' entre deux sequences peptidiques ou sequences 
d'acides amines, on entend designer un pourcentage de residus d'acides amines 
identiques entre les deux sequences a comparer, obtenu apres le meilleur 
alignement, e'est-a-dire I'alignement optimal realise par exemple au moyen de 

20 I'algorithme d'homologie locale de Smith et Waterman (1981, Ad. App. Math. 
2 :482), au moyen de I'algorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch 
(1970, J.Mol. Biol. 48 : 443), au moyen de la methode de recherche de similarite 
de Pearson et Lipman (1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 .2444), au moyen de 
logiciels informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, BLAST P, 

25 BLAST N disponible sur le site NCBI, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin 
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr, 
Madison, Wl). 
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Par 'analogues enzymatiques ou biomimetiques' ayant une activite 
aspartylglucosaminidase, on entend toute molecule capable d'hydrolyser les 
liaisons carbone-azote autres que les liaisons peptidiques, en particulier des 
liaisons N-acetylglucosamine-asparagine des glycopeptides et glycoproteines 
s humaines. On peut citer comme s exemples d'analogues enzymatiques ou 
'synzymes' : 

des enzymes artificiels qui ont la capacite de catalyser les reactions 
en se liant a des etats de transition du substrat; a titre 'd'hydrolases- 
like' par exemple, on peut citer les cyclodextrines, les cyclophanes, 
les porphyrines cycliques ; 

des anticorps catalytiques ou 'abzymes', qui se lient selectivement a 
un analogue de I'etat de transition du substrat (Schultz PG et al, 
1986, Science, 234, 1570-1573), et que I'on peut desormais obtenir 
par immunisation in vitro en utilisant I'analogue stable de I'etat de 
transition comme antigene ; 

des enzymes ARN ou 'ribozymes' qui ont un pouvoir catalytique 
comme decrit dans Bartel DP et coll, 1993, Science, 251 :141 1-1418. 

Par 'fragment de polypeptide', on entend tout fragment caracterise en ce 
que sa taille permet de reconstituer le site actif de I'enzyme necessaire a I'activite 
et a la specificite de I'aspartylglucosaminidase. L'acide amine Threonine 206 est 
decrit comme necessaire pour I'activite de I'aspartylglucosaminidase ainsi que 
I'association de ses deux chames alpha et beta en heterodimere. On choisira 
done des polypeptides de taille comprise entre 1 et 50kD qui preservent cet acide 
amine 206. Ce fragment de polypeptide peut etre obtenu par proteolyse ou de 
maniere synthetique selon les methodes connues. 

Le polypeptide ou analogue enzymatique ou fragment de polypeptide a 
activite aspartylglucosaminidase selon I'invention peut etre sous la forme d'un 
precurseur ou sous la forme active d'un heterodimere ou heterotetramere. 

■ , ' Le precurseur de Caspartylglucosaminidase correspond a , la forme nOn 
active de I'enzyme qui, apres separation du peptide signal .et autoproteolyse 
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intramoleculaire, conduit a deux sous-unites de 24kDa (Alpha) et 18 kDa (Beta) 
dont ['association sous forme d'heterodimere ou heterotetramere conduit a la 
forme active de I'enzyme (Saarela J., 1998, The Journal of Biochemistry, Vol. 
273, N°39, 25320-25328). 

5 On peut egalement utiliser dans le cadre de ('invention un polypeptide ou 

analogue enzymatique ou fragment de polypeptide a activite 
aspartylglucosaminidase selon I'invention ayant subi une ou plusieurs 
modifications. Par 'modification', on entend toute substitution, deletion et/ou 
insertion d'un acide amine ou d'un nombre reduit d'acides amines, notamment par 

10 substitution d'acides amines naturels par des acides amines non naturels ou 
pseudoacides amines a des positions telles que les modifications ne portent pas 
significativement atteinte a I'activite biologique de I'AGA. La modification peut 
aussi correspondre a des substitutions conservatives, c'est-a-dire-^des 
substitutions d'acides amines de meme classe, telles que des substitutions 

15 d'acides amines aux chaines laterales non chargees (asparagine, glutamine, 
serine, threonine, tyrosine), d'acides amines aux chaines laterales basiques 
- . (lysine, arginine et histidine), d'acides amines aux chaines laterales acides (acide 
aspartique et acide glutamique) ; d'acides amines aux chames laterales apofeires 
(glycine, alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, phenylalanine, methionine, 

20 tryptophane et cysteine). 

De preference, le polypeptide d'origine humaine ayant une activite 
aspartylglucosaminidase est susceptible d'etre isole et purifie a partir du stratum 
corneum de I'epiderme humain ; il presente une masse moleculaire apparente 
25 comprise entre 10 et 50kD, particulierement entre 15 et 48kD et notamment entre 
15 et 24kD. II peut etre obtenu selon les methodes connues d'extraction et de 
purification, et en particulier selon le protocole decrit a I'exemple 1 ci-apres, 
comprenant des etapes successives d'extraction en presence d'EDTA, de 
filtration, de chromatographic cationique et de dosage d'activite. 

30 Le polypeptide appartenant a la famille des hydrolases a activite amidasique 

et en particulier I'AGA peuvent -etre d'origine naturelle ou synthetique, en 
particulier recombinahte. " "> : 
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Par 'origine natureile', on entend un polypeptide a I'etat pur ou en solution a 
differentes concentrations, obtenu par differents procedes d'extraction a partir 
d'un tissu (peau, foie...) d'origine natureile, en particulier le stratum comeum de 
I'epiderme humain. 

5 Par 'origine synthetique', on entend un polypeptide a I'etat pur ou en solution a 
differentes concentrations, obtenu chimiquement ou par production dans un 
organisme apres introduction dans cet organisme des elements necessaires a 
cette production. 

Dans une composition selon ('invention, le polypeptide de la famille des 
10 hydrolases a activite amidasique est generalement en une quantite comprise 
entre 10~ 6 a 5% en poids total de la composition, preferentiellement entre 10" 4 a 
1% en poids total de la composition et plus preferentiellement entre 0,001 et 0,1% 
en poids total de la composition.' 



15 Selon une premiere variante, le polypeptide AGA est maintenu sous la forme 

d'un precurseur non actif dans la composition jusqu'a son application sur la peau, 
ou les conditions de pH et de force ionique sont favorables a la reaction 
d'autoproteolyse necessaire a I'activation de PAGA. On sait que Tactivation de 
TAGA est favorisee et/ou declenchee a un pH compris entre 5 et 8. 

V 

20 Selon une seconde variante, le polypeptide AGA est sous sa forme active 

dans la composition, ladite composition contenant deja les elements necessaires 
a Tautoproteolyse de la forme precurseur (conditions physiologiques de pH et 
force ionique favorables). Lesdits elements favorisant Tactivite de TAGA peuvent 
se trouver dans le meme compartiment que le polypeptide AGA ou dans un 

25 compartiment separe, I'activation de I'AGA etant differee jusqu'a I'application de la 
dite composition, comme decrit en detail ci-apres (mode prefere). 
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Selon un deuxieme mode de realisation, la composition comprend, a titre de 
principe actif, au moins (ii) un produit capable de moduler I'activite du polypeptide 
de la famille des hydrolases a activite amidasique, en particulier de I'AGA. 

Par 'moduler I'activite du polypeptide', on entend moduler repression dudit 
polypeptide et/ou moduler I'activite enzymatique dudit polypeptide. Par produit 
capable de moduler I'activite du polypeptide de la famille des hydrolases a activite 
amidasique, II taut done entendre tout element capable d'augmenter ou de 
diminuer la quantite dudit polypeptide, soit en stimulant soit en reprimant la 
synthese dudit polypeptide, que ce soit par un mecanisme transcriptionnel, post 
transcriptionnel, translationnel ou post translationnel, soit en stimulant soit en 
reprimant le catabolisme dudit polypeptide, soit en stimulant soit en reprimant 
I'activite intrinseque dudit polypeptide. 

v 

Ces produits peuvent etre selectionnes selon un precede de criblage base sur la 
mesure d'une variation de I'expression et/ou de I'activite dudit polypeptide. ^ 

A titre d'exemples de precedes bien connus de I'homme du metier, on peut citer : 

- des tests de type RT-PCR quantitative tels que decrits dans White B. A., 
(1997), Methods on Molecular Biology, Humana Press, Vol 67 ; ^ 

- des tests enzymatiques tels que celui decrit dans Mononen IT et al, 
(1 993), Analytical biochemistry, 208, 372-374 ; 

- des test ELISA avec des anticorps specifiques tels que decrits dans 
Kemeny D.M., (1991), A Practical Guide to ELISA, Pergamon Press. 



Ce produit capable de moduler I'activite dudit polypeptide peut etre un 
activateur ou un inhibiteur. 

Par 'activateur', on entend soit un produit, soit un ensemble de produits capables 
de stimuler I'activite dudit polypeptide, par exemple d'augmenter la Vitesse de la 
reaction enzymatique, mesuree par I'augmentation de la quantite de substrats 
digeres par unite de temps lors de la mise en contact du polypeptide AGA avec 
I'activateur. 



1erdep6t ' 

mj 

10 

En particulier ces produits pourront agir' en modifiant. I'environnement de 
I'enzyme, en particulier les conditions de pH et de force ionique de fagon a les 
rendre favorables a I'activation de ladite enzyme. 

Cette, mise en contact peut avoir lieu au moment de I'apptication de la 
5 composition contenant I'activateur sur I'epiderme de la peau quf contient, en 
particulier au niveau du stratum corneum, des polypeptides AGA endogenes. 

A titre d'exemple d'activateur, on peut utiliser le Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) a 
des concentrations non irritantes de 1 a 5% pour les produits rinces ou. 
preferentiellement le Sodium Lauryl Ether Sulfate a des concentrations non 
10 irritantes comprises entre 10 et 25% pour les produits rinces ou entre 0.001 et 
0.1% pour les produits de soin. 

Ces activateurs represented generalement entre 0,01% et 50% du poids 
total de la composition, de maniere preferee entre 0,1 et 1% du poids total de la 
, composition. Les plus fortes concentrations sont reservees pour des applications 
15 de type 'peeling'. Pour les autres applications cosmetiques, on utilisera 
preferentiellement des proportions inferieures a 10%, en particulier inferieures a 
1%. 

Par 'inhibiteur', on entend un produit capable d'inhiber I'activite dudit polypeptide, 
20 c'est-a-dire de diminuer la Vitesse de la reaction enzymatique, mesuree par 
exemple par la diminution de la quantite de substrats digeres par unite de temps 
lorsque ledit produit est mis en contact avec le polypeptide. En particulier, ces 
produits pourront agir au niveau du site actif de Penzyme ou par competition vis-a- 
vis de la fixation au substrat / 

25 Cette mise en contact peut avoir lieu au moment de Tapplication de la 
composition contenant I'inhibiteur sur I'epiderme de la peau qui contient, en 
particulier au niveau du stratum corneum, des polypeptides AGA endogenes. 

Comme exemples d'inhibiteurs, on peut citer la L-asparagine qui module TAGA de , 
fagon reversible et son analogue le S-diaxo^-oxo-L-norvaline, qui module TAGA 
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de facon irreversible (Noronski et al., FEBS Letters, 412, 149-152, 1997). On peut 
egalement citer la N-acetylcysteine, I'asparagine, I'aspartylalanine, 
I'aspartylcyclohexylamine et I'acide p-chloromercuribenzoique. 
Ces inhibiteurs represented generalement entre 1CT 6 et 5% du poids total de la 
5 composition, de maniere preferee entre 0,1 et 1% du poids total de la 
composition. 

Ces : inhibiteurs sont particulierement interessants puisqu'ils permettent 
- d'augmenter I'effet barriere de la peau, en favorisant le developpement en 
epaisseur du stratum corneum et contribuer ainsi a : 

10 - lutter contre effets nefastes des rayonnements UV impliques dans le processus 
de photovieillissement ; 

- et/ou lutter contre I'amincissement de la peau qui est un des signesfdu 
vieillissement chronobiologique. 

: L'utilisation des inhibiteurs est particulierement preconisee dans le traitement des 
5 : peaux sensibles et/ou agees et dans le traitement des dermatites atopiques li|es 
a des troubles de la fonction barriere. >: 



Selon un mode prefere, la composition selon I'invention comprend, dans un 
milieu physiologiquement acceptable adapte a une application topique sur la 

20 peau, au moins (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite 
amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide. 
' Une telle association permet de diminuer la concentration active desdits actifs 
(produit activateur) du fait des effets additifs. On peut ainsi obtenir une 
composition, moins irritante et moins toxique, ainsi qu'une composition plus 

25 efficace que celles de Tart anterieur n'utilisant que ces actifs (produit activateur). 
Cette association est particulierement interessante pour des activateurs comme le 
SDS par exemple, qui peut presenter, a forte concentration, un effet irritant sur la 
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Les composes (i) et (ii) peuvent etre administres ensemble, dans une meme 
composition, ou encore separernent dans des compositions separees, de maniere 
simultanee ou decalee dans le temps. 

Avantageusement, ie polypeptide de la famille des hydrolases a activite 
5 amidasique et I'activateur dudit polypeptide sont conditionnes de sorte a ne pas 
etre en contact Tun avec Tautre comme decrit par la Demanderesse dans FR-2 
780 645, par exemple dans deux compositions differentes, qui peuvent etre soit 
melangees au moment de I'application soit appliquees de fagon successive ou 
decalee dans le temps. 

10 Par exemple, le polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique et 
I'activateur dudit polypeptide sont conditionnes dans des compartiments separes 
ou des phases separees. De tels dispositifs de conditionnement en deux 
compartiments sont par exemple decrits dans les documents FR-A-2045559, FR- 
A-2105332, FR-A-2258319, FR-A-2293375, FR-A-2586913 ou FR-A-2643615. 

15 On peut aussi realiser I'une des compositions sous forme encapsulee et/ou sous 
forme de microcapsules ou de microgranules immerges dans I'autre composition, 
les microcapsules ou les microgranules etant ecrases au moment de Tapplication 
par frottement sur la peau, ce qui permet ainsi le melange dudit polypeptide de la 
famille des hydrolase? a activite amidasique avec I'activateur dudit polypeptide. 

20 

Selon une variante, .le polypeptide AGA est sous la forme d'un precurseur non- 
actif, integre dans des microcapsules ou des microgranules immerges dans 
l'autre composition comprenant les elements necessaires a Tactivation du 
precurseur AGA ; cette activation est differee jusqu'a I'application de la 
25 composition sur la peau. 

[.'invention concerne egalement une composition comprenant au moins un 
compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite 
30 ' amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre au moins un autre agent desquamant 

- i. - . . 

** ..... • * - t ;•- 

Par 'agent desquamant 1 , on entend tout compose capable d'agir : 
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- soit sur la desquamation en favorisant I'exfoliation ; 

- soit sur les enzymes impliquees dans la desquamation ou la degradation 
des corneodesmosomes. 

On peut citer par exemple : les p-hydroxyacides, en particulier I'acide salicylique 

3 et ses derives tels que I'acide n-octanoyl 5-salicylique ; les a-hydroxyacides, tels 
que les acides glycolique, citrique, lactique, tartrique, malique ou mandelique ; les 
a- ou p-cetb-acides ; I'uree ; I'acide gentisique ; les oligofucoses .; I'acide 
cinnamique ; I'extrait de Saphora japonica ; le resveratrol et ses derives ; les 
glycosidases, la stratum corneum chymotryptic enzyme (SCCE) voire d'autres 

0 proteases a serine ou cysteine (trypsin, chymotrypsin-like ou encore protease a 
cysteine comme decrit par la Demanderesse dans FR-2 767 833) ; les agents 
' chelatant des sels mineraux : I'EDTA ; I'acide N-acyl-N,N',N' ethylene 
diaminetriacetique ; les composes aminosulfoniques et en particulier I'acide |N-2 
hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane) sulfonique (HEPES) ; les derives de l'acide,2- 

5 oxothiazolidine-4-carboxylique (procysteine) ; les derives d'acides alpha amines 
de type glycine (tels que decrits dans EP-0 852 949, ainsi que le methyl glygne 
diacetate de sodium commercialise par BASF sous la denomination commefciale 
TRILON M®) ; les chelateurs de calcium ; le miel ; les derives de sucre telsKjue 
rO-octanoyl-6-D-maltose et la N-acetyl glucosamine ; les agents reducteurs , le 

?0 giutathion, la cysteine ; ou encore certains carbohydrates tels que ceux def|nis 
dans la demande de brevet WO-A-97 12597) ; I'acide jasmonique et ses derives ; 
des retinoides comme I'acide retinoique (all-trans ou 13-cis) et ses derives, le 
retinol (vitamine A) et ses esters tels que le palmitate de retinol, I'acetate de 
retinol et le propionate de retinol ainsi que leurs sels, ou encore le retinal. 

25 A titre d'exemple, I'autre agent desquamant peut etre introduit dans les 
compositions utilisees selon I'invention en une quantite representant de 0,01 a 
50% en poids total de la composition et mieux de 6,1 a 3%. 

Une telle association avec un polypeptide de la famille des hydrolases a activite 
amidasique permet de diminuer la concentration active des autres produits a 
30 activite desquamante du fait des effets additifs. On peut ainsi obtenir une 
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composition moins irritante et moins* toxique, ainsi qu'une composition plus 
efficace que celles de Tart anterieur n'utilisant que ces actifs. 

invention porte egalement sur une composition comprenant au moins un 
5 compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite 
amidasique et (ii) un produit capable de moduler I'activite du polypeptide, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un compose choisi parmi 
les agents hydratants ; les agents propigmentants ; les agents stimulant la 
synthese de macromolecules dermiques ou epidermiques et/ou empechant leur 
10 degradation ; les agents stimulant la proliferation ou la differenciation des 
keratinocytes ; les agents relaxants ; les agents anti-pollution et/ou anti- 
radicalaire ; les filtres UV ; les agents permeants ; les agents cicatrisants ; et leurs 
melanges. 

15 On associera de preference, dans une composition selon ('invention, les agents 
hydratants et/ou les agents stimulant la proliferation des keratinocytes et/ou les 
agents cicatrisants aux composes choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des 
hydrolases a activite amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide. 

20 Les agents stimulant la synthese de macromolecules dermiques ou epidermiques 
et/ou empechant leur; degradation ; les agents stimulant la differenciation des 
keratinocytes, les agents anti-pollution et/ou antiradicalaires ; les filtres UV ; les 
. agents permeants ou leurs melanges seront preferentiellement associes, dans 
une composition selon Pinvention, a un inhibiteur du polypeptide de la famille des 

25 hydrolases a activite amidasique. 

Par 'agent hydratant', on entend : 
- soit un compose agissaht sur la fonction barriere, en vue de maintenir 
I'hydratation du stratum corneu m, ou un compose occlusif .On peut citer les 
30 ceramides, les composes a base sphingoVde, les lecithines, , les 
glycosphingolipides, les phospholipids, le cholesterol et ses derives, les 
phytosterols (stigmasterol, p-sitosterol, campesterol), les acides gras essentiels, 
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le 1-2 diacylglycerol, la 4-chromanone, les triterpenes pentacycliques tels que 
I'acide ursolique, la vaseline et la lanoline ; 

- soit un compose augmentant directement la teneur en eau du stratum corneum, 
tel que le threalose et ses derives, I'acide hyaluronique et ses derives, le glycerol, 
le pentanediol, le pidolate de sodium, la serine, le xylitol, le lactate de sodium, le 
polyacrylate de glycerol, I'ectoYne et ses derives, le chitosane, les oligo- et 
polysaccharides, les carbonates cycliques, I'acide N-lauroyl pyrrolidone 
carboxylique, et la N-a-benzoyl-L-arginine ; 

- soit un compose activant les glandes sudoripares tels que I'acide cafeique ou un 
compose favorisant la sudation par vasodilatation locale. 

Comme 'agent pro-pigmentanf, on peut citer I'extrait de pimprenelle 
(Sanguisorba officinalis) commercialise par la societe MARUZEN et les extraits de 
chrysantheme (Chrysanthemum morifolium). I 

Les 'agents stimulant la proliferation des keratinocytes' comprennent 
notamment les retinoYdes tels que le retinol et ses esters, dont le palmitate de 
retinyle ; le phloroglucinol ; les extraits de tourteaux de noix commercialises fjar la 
societe GATTEFOSSE ; et les extraits de Solanum tuberosum commercialises 
par la societe SEDERMA. 

Les 'agents stimulant la differenciation des keratinocytes' comprennent par 
exemple les mineraux tels que le calcium ; I'extrait de lupin commercialise par la 
societe SILAB sous la denomination commerciale Photopreventine®; le beta- 
sitosteryl sulfate de sodium commercialise par la societe SEPORGA sous la 
denomination commerciale Phytocohesine® ; et I'extrait de mais commercialise 
par la societe SOLABIA sous la denomination commerciale Phytovityl®. 

Les 'agents relaxants' comprennent en particulier i'alverine et ses sels, le 
manganese et ses sels ; le magnesium et ses sels ; les sapogenines telles que la 
diosgenine et les extraits naturels en contenant (tels que les extraits de Wild 
Yam), ainsi que I'hexapeptide Argireline® commercialise par la societe LI POTEC 
et ses sels. - : .• 
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Par 'agent anti-polIution\ on entend tout compose capable de pieger I'ozone, 
les composes aromatiques mono- ou poiycycliques tels que ie benzopyrene et/ou 
les metaux lourds tels que le cobalt, le mercure, le cadmium et/ou le nickel. 

Par 'agent anti-radicaiaire', on entend tout compose capable de pieger les 
radicaux libres, tels que la vitamirie E et ses derives ; les bioflavonoids ; le co- 
enzyme Q10 ou ubiquinone ; certaines enzymes comme la catalase, la 
superoxyde dismutase, la lactoperoxydase, la glutathion peroxydase et les 
quinones reductases ou leurs mimetiques ; le glutathion ; le benzylidene camphre; 
les benzylcyclanones ; les naphtalenones substitutes ; les pidolates ; le 
phytantriol ; le gamma-oryzanol ; les lignanes ; et la melatonine. 

La composition selon ('invention peut egalement renfermer des litres UVA 
et/ou UVB\ sous forme de composes organiques ou inorganiques, ces derniers 
etant eventuellement enrobes pour les rendre hydrophobes. 

Les filtres organiques peuvent notamment etre choisis parmi : les 
anthranilates, en particulier Tanthranilate de menthyle ; les benzophenones, en 
particulier la benzophenone-1, la benzophenone-3, la benzophenone-5, la 
benzophenone-6, la benzophenone-8, la benzophenone-9, la benzophenone-1 2, 
et preferentiellement ; la Benzophenone-3 (Oxybenzone), ou la Benzophenone-4 
(Uvinul MS40 disponible chez B.A.S.F.) ; les benzylidenes-camphres, en 
particulier le 3-benzylidene-camphre, I'acide benzylidenecampho-sulfonique, le 
benzalkoniummethosulfate de camphre, le polyacrylamidomethylbenzylidene 
camphre, I'acide terephthalylidene di-camphre sulfonique, et preferentiellement le 
4-methylbenzylidene camphre (Eusolex 6300 disponible chez Merck) ; les 
benzimidazoles, en particulier le benzimidazilate (Neo Heliopan AP disponible 
chez Haarmann et Reimer), ou I'acide phenylbenzimidazole sulfonique 
(Eusolex 232 disponible chez Merck) ; les benzotriazoles, en particulier le 
drometrizole trisiloxane, ou le methylene bis : benzotriazolyltetramethylbutyIphenol 
(Tinosorb M . disponible chez Ciba) ; les cinnamates, en particulier le cinoxate, le 
DEA methoxycinnamate, le : methylcinnamate de diisopropyle, le glyceryl 
ethylhexanoate de dimethoxycinnamate, le methoxycinnamate d'isopropyle, le 
cinnamate d'isoamyle, et preferentiellement Tethocrylene (Uvinul N35 disponible 
chez B.A.S.F.), I'octylmethoxycinnamate (Parsol MCX disponible chez Hoffmann 
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La Roche), ou I'octocrylene (Uvinul 539 disponible chez B.A.S.F.) ; les 
dibenzoylmethanes, en particulier le butyl methoxydibenzoylmethane 
(Parsol 1789) ; les imidazolines, en particulier I'ethylhexyt dimethoxybenzylidene 
dioxoimidazoline ; les PABA, en particulier I'ethyl Dihydroxypropyl PABA, 
5 I'ethylhexyldimethyl PABA, le glyceryl PABA, le PABA, le PEG-25 PABA, et 
preferentiellement la diethylhexylbutamido-triazone (Uvasorb HEB disponible 
chez 3V Sigma), I'ethylhexyltriazone (Uvinul T1 50 disponible chez B.A.S.F.). ou 
I'ethyl PABA (benzocaine) ; les salicylates, en particulier le salicyclate de 
dipropyleneglycol, le salicylate d'ethylhexyle, I'homosalate, ou le TEA salicylate ; 
10 les triazines, en particulier I'anisotriazine (Tinosorb S disponible chez Ciba) ; le 
drometrizole trisiloxane. 

: .. ■ Les filtres inorganiques sont de preference constitues d'oxyde de zinc et/ou 
de dioxyde de Wane, de preference de taille napometrique, eventuellement 
enrobes d'alumine et/ou d'acide stearique. • £ , 

15 On peut avantageusement ajouter des 'agents pro-penetrants ou permeants' 

pour renforcer la penetration des agents actifs. On peut citer par exemple-des 
systemes binaires (US 4,537,776) ou des solvants comme le DMSO i; (US 
3,551,554) comme vehicules, ou encore des agents permeants actifs qui existent 
a la fois sous forme de base libre et sous forme de set d'addition d'acide comme 
20 ' decrit dans EP 0 321 870 B1. 

On peut egalement utiliser des 'agents cicatrisants', c'est-a-dire des agents 
qui favorisent la cicatrisation, en particulier la cicatrisation cutanee, en favorisant 
la reepidermisation. (reepithelialisation et normalisation de I'epiderme et du derme) 
et/ou en limitant le phenomene de retraction de la plaie. On peut notamnient citer 
25 des inhibiteurs de I'activite de I'acide retinoique decrits par la Demanderesse dans 
FR 2 753 627. 

' La composition utilisee selon I'invention contient un milieu cosmetiquement 
ou dermatologiquement acceptable, c'est-a-dire un milieu compatible avec la 
peau, les ongles, les muqueuses, les tissus et les cheveux. Selon un mode 
30 prefere de realisation de I'invention, la composition a un pH permettant une 
activite optimale des polypeptides utilises et de preference proche de celui de la 
peau, compris entre 5 et'8. ' 
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De fagon connue, ia composition utilisee selon I'invention peut contenir 
egalement des adjuvants habituels dans les domaines cosmetique et 
dermatologique, tels que les gelifiants hydrophiles ou lipophiles, les actifs 
hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les antioxydants, les solvants, les 
5 parfums, les charges et les matieres colorantes. Les quantites de ces differents 
adjuvants sont celles classiquement utilisees dans les domaines consideres, et 
par exemple de 0,01% a 20% du poids total de la composition. Bien entendu, 
rhomme de Tart veillera a choisir ce ou ces eventuels additifs et/ou leurs quantites 
de maniere telle que les proprietes avantageuses attachees intrinsequement a la 
10 composition conforme a Tinvention, en particulier les activites enzymatiques des 
polypeptides selon I'invention, ne soient pas, ou substantiellement pas, alterees 
par la ou les adjonctions envisagees. 

Comme huiles utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles minerales 
(huile de vaseline), les huiles vegetales (huile de karite, huile d'amande douce), 
15 les huiles animates, les huiles de synthese, les huiles siliconees (cyclomethicone) 
et les huiles fluorees (perfluoropolyethers). On peut aussi utiliser comme matieres 
grasses des alcools gras, des acides gras (acide stearique), des cires (paraffine, 
carnauba, cire d'abeilles), 

Comme emulsionnants utilisables dans ^invention, on peut citer le 
20 Polysorbate 60 et le stearage de sorbitane vendus respectivement sous les 
denominations commerciales Tween 60 et Span 60 par la Societe ICI. On peut y 
ajouter des co-emulsionnants tels que le PPG-3 myristyl ether vendu sous la 
denomination commerciale Emcol 249-3K par la societe Witco. 

Comme solvants utilisables dans ('invention, on peut citer les alcools 
25 inferieurs, notamment I'ethanol et I'isopropanol, le propylene glycol. 

Comme gelifiants hydrophiles, on peut citer les polymeres 
carboxyvinyliques , (carbomer), les copolymeres acryliques tels que les 
copolymeres d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les polysaccharides 
• tels que Thydroxypropylcellulose, les gommes naturelles (xanthane) et les argiles, 



10 
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et, comme -gelifiants lipophiles, on peut citer les argiles modifiees comme les 
bentones, les sols metalliques d'acides gras comme les stearates d'aluminium, la 
silice hydrophobe, les polyethylenes et I'ethylcellulose. 

Comme actifs hydrophiles, on peut utiliser les proteines ou les hydrolysats 
de proteine, les acides amines, les polyols, 1'uree, I'allantoine, les sucres et les 
derives de sucre, les vitamines hydrosolubles, I'amidon, les extraits bacteriens ou 
vegetaux, notamment d'Aloe Vera. 

Comme actifs lipophiles, on peut utiliser le tocopherol (vitamine E) et ses 
derives, les acides gras essentiels, les ceramides, les huiles essentielles. 



La composition cosmetique selon Tinvention se presente de preference sous 
une forme appropriee pour une administration par voie topique et pourcontenir 
des actifs de types enzymes, comme le polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique selon I'invention, qui presentent une instabilite en milieu 
15 aqueux. De preference done, le polypeptide est sous une forme stabilise^ 

La composition se presente notamment sous forme de solutions hydroalGboliques Jf* 
ou huileuses, de dispersions du type lotion ou serum, de gels anhydres ou 
huileux, d'emulsions de consistance liquide ou semi-liquide du type lait, obtenues 
par dispersion d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou 

20 inversement (E/H), de suspensions ou d'emulsions de consistance molle, semi- 
• solide ou solide du type creme, gel, de micro-emulsions, ou encore de micro- 
capsules, de micro-particules, ou de dispersions vesiculates de type ionique 
et/ou non ionique. Ces compositions sont preparees selon les methodes usuelles. 
Une forme preferee et specialement adaptee pour des compositions comprenant 

25 des actifs enzymes est une forme de type E/H/E telle que decrite dans la 
demande EP 0 779 071. 

Les polypeptides de la famille des hydrolases a activite amidasique peuvent 
egalement etre sous forme immobilisee sur des supports polymeriques tel que 
decrit dans DE-i 8824072 ou dans des microcapsules. On peut notamment utiliser 
30 des spheres de poly-beta-alanine (liaison covalente) ou des liposomes/niosomes 
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(compartiments). Une autre solution consiste a ' les incorporer dans un milieu 
liquide anhydre (US-A-5322683). On peut egalement utiliser des tensioactifs pour 
la stabilisation desdits polypeptides en milieu aqueux, ou des polyols associes a 
un. agent structurant comme decrit dans FR-2 737 115. 

La composition peut se presenter sous la forme d'une lotion, -d'une creme, d'un 
lait, d'un gel, de mousses pour le soin de la peau, des muqueuses et/ou des 
fibres keratiniques , ou pour le nettoyage de la peau, d'un masque, de 
microspheres ou nanospheres ou de dispersions vesiculates constitutes de 
lipides ioniques (liposomes) et/ou de lipides non ioniques. Les compositions 
peuvent egalement consister en des preparations solides constituant des savons 
ou des pains de nettoyage. 



Un autre objet de I'invention est un precede de traitement cosmetique des 
peaux seches, destine a lutter contre les troubles cutanes lies a la desquamation 
et/ou au renouvellement cellulaire de I'epiderme et/ou a I'hydratation de la peau 
et/ou a la proliferation et/ou la differenciation cellulaire au niveau de la peau, 
caracterise en ce que Ton applique sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres 
keratiniques, une composition comprenant au moins un compose choisi parmi (i) 
un polypeptide de la f famille des hydrolases a activite amidasique et (ii) un 
activateur dudit polypeptide. 

Ce procede vise en particulier : 

- a favoriser la desquamation, notamment par hydrolyse des glycoproteines 
au niveau des corneodesmosomes ; 

- et/ou a favoriser I'hydratation de la peau et le statut osmotique de 
I'epiderme, notamment par liberation de chames sucrees de bas poids 
moleculaire ; ' * ' 

- et/ou a favoriser le renouvellement cellulaire et/ou la proliferation et/ou 
differenciation cellulaire au niveau de la peau, notamment par la liberation 
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. de facteurs de croissance de I'epiderme, comme les amphiregulines ou le 
.facteur de croissance epidermal (Epidermal Growth Factor EGF). 

L'invention concerne egalement un precede de traitement cosmetique des peaux 
sensibles et/ou des peaux agees, destine a augmenter I'effet barriere de la peau, 
caracterise en ce que Ton applique sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres 
keratiniques, une composition comprenant au.moins un inhibiteur du polypeptide 
de la famille des hydrolases a activite amidasique. 

Ces precedes consistent en Implication des compositions de l'invention, selon la 
technique d'utilisation habituelle de ces compositions. Par exemple : application 
de cremes, de gels, de serums, de pommades, de lotions, de laits sur la peau, le 
cuir chevelu, les ongles et/ou les muqueuses. 



L'invention concerne encore I'utilisation d'une composition comprenant au 
moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique et (ii) un activateur dud it polypeptide pour la preparation <fune 
composition pharmaceutique destinee a traiter les troubles de la desquamation, 
en particulier I'hyperkeratose, la xerose, les ichtyoses, le psoriasis ou! les 

keratoses reactionnelles. 

. . ■ • . .* . 

L'invention porte egalement sur I'utilisation d'une composition comprenant 
au moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases 
a activite amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a favoriser la cicatrisation, du fait que 
la degradation des proteoglycanes de la matrice cellulaire induit une 
recolonisation des espaces cellulaires par les keratinocytes. 

. Rentre egalement dans le cadre de l'invention I'utilisation d'une composition 
comprenant au moins un inhibiteur du polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique, pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee a traiter les dermatites atopiques. - ■ 
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L'invention concerne egalement Tutilisation dans une composition 
cosmetique pour application topique d'au moins un compose choisi parmi : (i) un 
polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique et (ii) un activateur 
dudit polypeptide, lesdits composes ou ladite composition etant destines a 
5 favoriser la desquamation et/ou Thydratation de la peau et/ou le renouvellement 
cellulaire au niveau de-la peau et/ou la proliferation et/ou differenciation cellulaire 
au niveau de la peau. 

Rentre egalement dans le cadre de ('invention Tutilisation dans une 
10 composition cosmetique pour application topique d'au moins un compose choisi 
parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique et (ii) 
un activateur dudit polypeptide, lesdit composes ou ladite composition etant 
destines a faciliter la penetration cutanee d'actifs de compositions cosmetiques 
et/ou dermatologiques ; la desquamation ayant pour effet de diminuer 
15 I'impermeabilite du stratum corneum qui fait obstacle normalement au passage de 
produits a travers la peau ; la couche de stratum corneum joue en effet un role de 
barriere, essentiel pour I'organisme, car elle empeche d'une part I'entree des 
pathogenes et autres produits toxiques et d'autre part la sortie de fluides 
physiologiques. \ 

20 

L'invention concerne aussi ('utilisation dans une composition cosmetique 
pour application topique d'au moins un. compose choisi parmi (i) un polypeptide 
de la famille des hydrolases a activite amidasique et (ii) un activateur dudit 
polypeptide, lesdits composes ou ladite composition etant destines a lutter contre 
25 I'adhesion bacterienne, notamment par liberation de chames sucrees de bas 
poids moleculaire et done modification, au niveau des corneocytes, des points 
d'adhesion et de colonisation des bacteries. 

La partie qui suit presente la mise en evidence de la presence et de 
30 I'activite prodesqiiamante de I'AGA au niveau du stratum corneum. Elle presente 
par ailleurs des exemples de formulation de compositions selonTinvention sans 
restreindre la portee de l'invention. ' v • . , - 
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La figure 1 est un histogramme presentant le dosage de I'activite AGA avec le 
substrat Asp-AMC sur peau reconstruite Episkin®, poudre acetonique ou Stratum 
corneum plantaire. 

La figure 2 est un histogramme presentant la variation du signal de la 
corneodesmosine apres incubation de differentes quantites d'AGA semi-purifiee 
avec une poudre acetonique pendant 8 heures, controle tampon d'incubation 
retranche. 



EXEMPLES 



Exemple 1 : Demonstration de la presence d'une activite AGA- dans le 
stratum corneum SC 



a) Purification et identification de I'AGA a partir du SC V 

Un extrait de SC est obtenu par 'grattage' de la face anterieure de la jarribe ayec 
un tampon d'extraction a pH 4 contenant 50 mM d'acetate de sodium,; 5 mM 
d'EDTA (Ethylenediaminetetra acetate) et 0.1 % de Tween 20. Apres une serie 
de filtrations, I'extrait est separe par chromatographic cationique ; I 'elution est 
faite par un gradient lineaire en NaCI dans le meme tampon d'extraction. 

La purification de I'AGA est suivie par un dosage d'activite avec le substrat 
fluorescent L -Aspartic acid beta (7-amido-4-methylcoumarin) (ASp-AMC) selon 
la methode decrite par Mononen I. T. et al, 1993, Analytical biochemistry, 208, 
372-374. 10 pi de chaque fraction eluee sont incubes 24 h a 37°C avec 100 pi de 
substrat Asp-AMC dilue a 1 mM dans du tampon Tris-HCI 0.1 M, pH 8, La 
fluorescence est quantifiee au lecteur Biolumin (excitation/emission: 340/450 
nm). 

L'ensemble des fractions presentant une activite de type AGA (fractions 14 a 43) 
est ensuite poole et concentre. Un changement de tampon est effectue sur une 
' colonne EconoPadODG (Bio-Rad) avec du tampon a pH 7 contenant 50 mM de 
phosphate de sodium, 5 mM d'EDTA, 150.mM de NaCI et 0.1 % de Tween 20. 
Une separation chromatographique de type gel filtration (G200) est realisee et 
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I'activite AGA de chaque fraction est dosee avec le substrat Asp-AMC. 

Un extrait d'AGA semi-purifie est obtenu en poolant les fractions a forte activite 
AGA (fractions 57 a 71). 

II est ensuite concentre et analyse sur gel apres une separation SDS-PAGE (gel 
a 12%) et une coloration au nitrate d'argent. 

4, bandes majoritaires de poids moleculaire respectifs de 48, 24, 16 et 15 kDa ont 
ete observees. Chaque bande a ete analysee par spectrometrie de masse de 
type MALDI-TOF apres une digestion trypsique. L'analyse par cartographie 
peptidique dans les banques de donnees NCBI utilisant le logiciel PROFOUND® 
a conduit a ('identification de la chame A de I'AGA (bande de 24 kDa avec un 
taux de recouvrement de 28 % et une probability de 35 %) et de la chaine B de 
I'AGA (bandes de 16 et de 15 kDa avec un taux de recouvrement respectif de 
64% et 38% et une probability de 1 00% et de 1 1 %). 

Un sequengage chimique de type Edman a confirme ('identification de FAGA pour 
ces memes bandes. 

En particulier, le polypeptide isole du stratum corneum a une sequence 
peptidique contenant au moins I'enchamement des acides amines n° 136-150 de 
la sequence peptidique humaine sous le numero de reference SwissProt 
P20933. 

b) presence de I'AGA sous sa forme active 

- Etudes enzvmatiaues 

Des etudes enzymatiques utilisant des substrats et des inhibiteurs specifiques 
ont de plus permis de demontrer que I'AGA etait presente dans le SC au moins 
en partie sous sa forme active, h<§terodimere ou heterotetramere. L'activite AGA 
a ete dosee avec le substrat Asp-AMG dans differents extraits de SC. Une 
activite de type AGA a ete mise en evidence dans des extraits proteiques de 
peau reconstruite Episkin®, de poudre acetonique obtenue selon la technique du 
'stripping vernis' decrite par Mehul et al. (2000, The Journal of Biological 
Chemistry, Vol 275, N°17, 12841-12847), et de Stratum corneum plantaire. Ces 
resultats sont presentes sur la figure 1 . 



1 er depot 



25 

De plus des inhibiteurs speeifiques tels que la L-asparagine utilisee a 1.25mM 
inhibe I'activite AGA purifiee a partir du SC. 

- Expression (Western) 
5 Deux anticorps de lapin anti-AGA humaine ont ete realises : ce sont des anticorps 

polyclonaux diriges centre un peptide particulier dans la sequence de la proteine 

respectivement sur la chame alpha et beta de I'AGA. 
- La presence de I'AGA a ete mise en evidence par immunodetection sur differents 

extraits de SC apres une separation SDS-PAGE suivie d'un transfert sur 
10 membrane de PVDF. L'AGA est immunodetectee avec chaque anticorps dilue au 
• 1/1000* m<? et un anticorps secondaire anti-lapin couple a la peroxydase est utilise 

pour la revelation avec le reactif chemiluminescent ECL. 

L'anticorps dirige contre la chaine alpha de I'AGA detecte une bande de poids 
moleculaire de 46-50kDa sur les extraits de SC de type Episkin®, po|dre 
15 acetonique et Stratum corneum plantaire. Une bande de poids moleculaire de 
25kDa est egalement detectee pour un extrait de poudre acetonique. L'anticorps 
dirige contre la chaine beta de I'AGA detecte un ensemble de bandes vers 46- 
50kDa egalement. 



20 



c) Dosage de I'activite sur differents donneurs 

L'activite AGA a ete dosee directement dans le SC a partir de prelevements de 
type adhesifs 'blenderms' au niveau de I'avant-bras, du front et de la jambe de 
trois donneurs differents avec le susbtrat Asp-AMC cite precedemment. Chaque 
•25 activite est normalisee par rapport a la quantite de proteine de chaque 
prelevement. 

Les resultats des trois donneurs montrent que I'AGA est directement dosable et 
detectable sur des prelevements de SC et que I'pn n'obsen/e pas de difference 
importante d'activite selon le i donneur ou la zone du prelevement dans nos 
30 • conditions experimentales. 



1er depot 



26 

Exemple 2 : Demonstration de 1'effet prodesquamant de TAGA 

Une poudre acetonique de SC obtenue par la technique du 'stripping-vernis' telle 
que decrite par Mehul B. et al. (2000, The Journal of Biological Chemistry, Vol 
5 275, N°17, 12841-12847) est incubee avec un extrait d'AGA semi-purifiee en 
presence ou non de L-asparagine a 5 mM a raison de 100 pi de solution 
d'incubation par mg de poudre acetonique. Les incubations sont realisees dans 
du tampon Tris-HCI 0.1 M, pH8, a 37°C, pendant 8 heures, sous agitation. Un 
controle to est realise ainsi qu'un temoin : tampon seul. 

10 

Les proteines solubles de chaque echanttllon sont ensuite extraites dans des 
conditions denaturantes (SDS, DTT et ebullition). Les proteines totales sont 
dosees selon la metbode de Bradford et les concentrations sont alignees a 
0.6mg/ml dans du tampon d'extraction Laemmli. 

15. 

Une separation SDS-PAGE est ensuite realisee suivie d'un transfert sur 
membrane de PVDF commercialisee par Millipore. La corneodesmosine est 
immunodetectee avec I'anticorps monoclonal G3619 decrit dans Serre G. et al. 
(1991, J. Invest. Dermatol., 97, 1061-1072) dilue au 1/12500* me Un anticorps 
20 secondaire anti-souris couple a la peroxydase est utilise ainsi que, le reactif 
chemiluminescent ECL commercialise par Ammersham Biosciences pour la 
revelation des blots. 

Chaque blot est ensuite colore avec une solution d'amidoblack a 0.03% 
(SIGMA) afin de normaliser la quantite de corneodesmosine par rapport a une 
25 quantification des keratines. 

La figure 2 presente la variation du signal de la corneodesmosine apres 
incubation de differentes quantites d'AGA semi-purifiee avec une poudre 
acetonique pendant 8 hedres. 
30 On observe une diminution de la quantite de corneodesmosine apres, incubation 
avec des quantites croissantes d'AGA. 

La presence de L-asparagine a 5 mM inhibe cet effet pour la condition 10jjI 
d'AGA. 
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Ces resultats permettent done de demontrer I'effet prodesquamant de I'AGA via 
Termination des corneocytes. 

Exemple 3 : Utilisation dans une com position cosmetique- Exemples de 
formulation 



Composition 1 : Lait pour le visage 

- Huile de vaseline £.0 g 
AGA ' °' 001 9 
Monostearate de glyceryle, stearate de ^ 

polyethylene glycol( 1 00 OE) \ * 

Polymere carboxyvinylique 0.4 g ^ 

Alcool stearylique ? n " 

Proteines de soja J- 0 9 ••«*•'- 

NaOH , °- 4 9 , > 

Conservateur qs ; 

Eau qsplOOg 



Cette composition se presente sous forme d'un lait pour le visage, ayant de 
bonnes proprietes cosmetiques, et etant doux et confortable a utiliser. 
LepH de la composition est d'environ 6. 



.■it- 



Composition 2 : Lotion 

AGA °' 01g 

Palmitate d'ethyl-2 hexyle 10,0 g '• 

Cyclopentadimethylsiloxane 20 -° 9 

BUtylene glycol , . , 5,0 9 

Conservateur qs 

Eau - qsplOOg 
Cette lotion, qui ne contient pas de tensioactif, favonse la desquamation de 

la peau. 



Composition 3 : Lait 
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Paimitate d'octyle - 35,0 g 

Glycerine 2,0 g 

AGA 0,1 g 

Polymere reticule acryl'ates C10-C30/aikylacrylates 0,1 g 

Triethanolamine .0,1 g 

Acides amines de ble 1 ,0 g 

Precurseur vit C (molecule bioconvertible) 0,5g 

Conservateur /. qs 

Eau qsp100g 

Le lait obtenu, possede de bonnes proprietes cosmetiques. 

5 Composition 4 : Gei pour le visage 

Glycerine 10,0 g 

Cocoa mphodiacetate de disodium 1 ,0 g 

L-asparagine (inhibiteur AGA) 0,1g * 

Conservateur qs 

Eau v qsp100g 



Le gel obtenu possede de bonnes proprietes cosmetiques. 



10 Composition 5 : Gel nettoyant a Peau 



Butylene glycol 7,0 g 

Sarcosinate de lauroyl sodium 4,0 g 

Amidase (famille des' hydrolases a activite amidasrque) 0,1 g 

Triethanolamine 0,8 g 

Carbomer 0,5 g 

Conservateur qs 

Eau qsp100g 



Le gel obtenu possede de bonnes proprietes cosmetiques. 
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REVEND1CATIONS 

1. Composition comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable 
adapte a une application topique sur la peau, au moins un compose choisi 
parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique 
et (ii) un produit capable de moduler I'activite dudit polypeptide. 

2. Composition selon. la revendication 1, caracterisee en ce que le 
polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique est un 
polypeptide a activite aspartylglucosaminidase ou un precurseur de celui- 
ci. 

3. Composition selon la revendication 2, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide a activite aspartylgucosaminidase'est choisi parmi : 

a) un polypeptide d'origine humaine ou un homologue dudit polypeptide 
ayant une activite aspartylglucosaminidase ; 

b) un analogue enzymatique ou biomimetique dudit polypeptide selon 
a), ayant une activite aspartylglucosaminidase; 

c) un fragment dudit polypeptide selon a), ledit fragment ayant une 
activite aspartylglucosaminidase ; 4 

d) un polypeptide ou analogue enzymatique qu fragment de polypeptide 
selon a) a c) sous une forme active de type heterodimere ou 
heterotetramere ; 

e) un polypeptide ou analogue enzymatique ou fragment de polypeptide 
selon a) a c) ayant subi une ou plusieurs modifications. 

4. Composition selon la revendication 3, caracterisee en ce que le 
polypeptide d'origine humaine ayant une activite aspartylglucosaminidase 
est susceptible d'etre isole et purifie a partir du stratum corneum de 
I'epiderme humain et presente une masse moleculaire apparente comprise 
entre 10 et 50kD, particulierement entre 15 et 48kD et notamment entre 15 
et 24kD. 
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5. Composition selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee par )e fait que le 
polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique est un polypeptide 
d'origine naturelle. 

5 6. Composition selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee par le fait que le 
. polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique est un polypeptide 
recombinant. 

7. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le 
10 polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique est en une quantite 
comprise entre 10~ 6 a 5% en poids total de la composition, preferentiellement 
entre 10 -4 a 1% en poids total de la composition et plus preferentiellement entre 
0,001 et 0,1%. 

15 8. Composition selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le 
■; produit capable de, moduler Pactivite dudit polypeptide de la famille des 
hydrolases a activite amidasique est un activateur. 

9. Composition selon la revendication 8, caracterisee en que Pactivateur est en 
20 une quantite comprise entre 0,01% et 50% du poids total de la composition, de 

maniere preferee entre 0,1 et 1% du poids total de la composition. 

10. Composition selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite 

25 amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide. 

11. Composition selon la revendication 10, caracterisee en ce que le polypeptide 
de la famille des hydrolases a activite amidasique et Pactivateur dudit polypeptide 
sont conditionnes de sorte a pe pas etre en contact Pun avec Pautre. 

30 . . 

12. Composition selon Pune des revendications 8 a 11, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre au moins un i, autre . agent desquamant, tel que les p- 
hydroxyacides; , les a-hydrqxyaeides; les a- ou 0-ceto-acides ; Puree ; Pacide 
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5. Composition selon I'une des revendications 1 a 4, caracterisee par le fait que le 
polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique est un polypeptide 
d'origine naturelle. 

6. Composition selon I'une des revendications 1 a 4, caracterisee par le fait que le 
polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique est un polypeptide 
recombinant. 

7. Composition selon I'une des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le 
polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique est en une quantite 
comprise entre 10" 6 a 5% en poids total de la composition, preferentiellement 
entre 10"* a 1% en poids total de la composition et plus preferentiellement entre ' 
0,001 et 0,1%. ; s . 

8. Composition selon la l'uno doc revendications 1 -a-?, caracterisee en ce^que le | 
produit capable de mpduler I'activite dudit polypeptide de la famille des ' 
hydrolases a activite amidasique est un activateu r capable de stimulenllactivite 
dudit polypeptide . 

9. Composition selon la revendication 8, caracterisee en que I'activateur est en 
une quantite comprise entre 0,01% et 50% du poids total de la composition, de 
maniere preferee entre 0,1 et 1% du poids total de la composition. 

10. Composition selon I'une des revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite 
amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide. 

'1 1 . Composition selon la revendication 10, caracterisee en ce que le polypeptide 
de la famille des hydrolases a activite amidasique et I'activateur dudit polypeptide 
sont conditionnes de sorte a ne pas etre en contact Tun avec I'autre. 

«. - ♦ 

12. Composition selon I'une des revendications 8 a 11, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre au moins un autre agent desquamant, tel que les p- 
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gentisique ; les oligofucoses ; I'acide cinnamique ; Textrait de Saphora japonica; le 
resveratrol et ses derives ; les glycosidases, la stratum corneum chymotryptic 
enzyme (SCCE) ou d'autres proteases a serine ou a cysteine; les agents 
chelatants ; les composes aminosulfoniques; les derives de sucre ; les agents 
5 reducteurs et les retinoides. 

13. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que le produit 
capable de moduler I'activite dudit polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique est un inhibiteur. , t 

14. Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce que Tinhibiteur est 
en une quantite comprise entre 10" 6 et 5% du poids total de la composition, de 
maniere preferee entre 0,1 et 1% du poids total de la composition. 

15. Composition selon Tune des revendications 1 a 14, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre au moins un compose choisi parmi les agents hydratants ; les 
agents propigmentants ; les agents stimulant la synthese de macromolecules 
dermiques ou epidermiques et/ou empechant leur degradation ; les agents 
stimulant la . proliferation ou la differenciation des keratinocytes ; les agents 
relaxants; les agents anti-pollution et/ou anti-radicalaire ; les filtres UV ; les 
agents permeants ; les agents cicatrisants ; et leurs melanges. 

t ■ * ' 

16. Procede de traitement cosmetique des peaux seches, destine a lutter contre 

les troubles cutanes lies a la desquamation et/ou au renouvellement cellulaire de 
I'epiderme et/ou a I'hydratation de la peau et/ou a la proliferation et/ou 
.differenciation cellulaire.au niveau de la peau, caracterise en ce que Ton applique 
sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres keratiniques, une composition telle 
.que;definie dans Tune quelconque des revendications 8 a 12. . . . 

17. Procede de traitement cosmetique des peaux sensibles et/ou des peaux 
agees, destine a augmenter I'effet barriere de la peau, paracterise en ce que Ton 
applique sur ; la> peau, les. muqupuses et/ou les fibres keratiniques, une 
composition telle que definie dans Tune quelconque des revendications 13 et 14. 
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hydroxyacides; les a-hydroxyacides; les a- ou P-ceto-acides ; I'uree ; I'acide 
gentisique ; les oligofucoses ; I'acide cinnamique ; I'extrait de Saphora japonica; le 
resveratrol et ses derives ; les glycosidases, la stratum comeum chymotryptic 
enzyme (SCCE) ou d'autres proteases a serine ou a cysteine; les agents 
chelatants ; les composes aminosulfoniques; les derives de sucre ; les agents 
reducteurs et les retinoi'des. 

13. Composition selOn la revendication 1, caracterisee en ce que le produit 
capable de moduler I'activite dudit polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique est un inhibiteur. 

14. Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce que I'inhibiteur est 
en une quantite comprise entre -10" 6 et 5% du p'oids total de la composition, de 
manie.re preferee entre 0,1 et 1% du poids total de la composition. ■: 

> . .s- - 

15. Composition selon I'une des revendications 1 a 14, caracterisee en ce-qu'elle 
comprend en outre au moins un compose choisi parmi les agents hydrataftts ; les 
agents propigmentants ; les agents stimulant la synthese de macromoTecules 
dermiques ou epidermiques et/ou empechant leur degradation ; lesf agents 
stimulant la proliferation ou la differehciation des keratinocytes ; les agents 
relaxants ; les agents anti-pollution et/ou anti-radicalaire ; les filtres l!JV ; les 
agents permeants ; les agents cicatrisants ; et leurs melanges. 

16. Precede de traitement cosmetique des peaux seches, destine a lutter contre 
les troubles cutanes lies a la desquamation et/ou au renouvellement cellulaire de 
I'epiderme et/ou a I'hydratation de la peau et/ou a la proliferation et/ou 
differenciation cellulaire au niveau de la peau. caract'erise en ce que I'on applique 
sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres keratiniques, une composition telle 
que definie dans I'une quelconque des revendications 8 a 12. 

17. Procede' de traitement cosmetique des' peaux serisibles et/ou des peaux 
agees, destine a a'ugmenter I'effet' barriere de la peau, caracterise eri ce que I'on 
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18. Utilisation d'une composition comprenant au moins un compose choisi parmi 
(i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique et (ii) un 
activateur dudit polypeptide, pour la preparation d'une composition 

5 pharmaceutique destinee a traiter les.troubles de la desquamation, en particulier 
I'hyperkeratose, la xerose, les ichtyoses, le psoriasis ou les keratoses 
-' reactionnelles. . 

19. Utilisation d'une composition comprenant au moins un compose choisi parmi 
10 (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique et (ii) un 

activateur dudit polypeptide, pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a favoriser la cicatrisation. 

20. Utilisation d'une composition comprenant au moins un inhibiteur de 
15 polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique, pour la preparation 

4 d'une composition pharmaceutique destinee a traiter les dermatites atopiques. 

21. Utilisation dans une composition cosmetique pour application topique d'au 
moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a 

20 activite . amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide, lesdits composes ou 
ladite composition etant destines a favoriser la desquamation et/ou I'hydratation 
de la peau. et/ou le >.renouvellement cellulaire au niveau de la peau et/ou la 
proliferation et/ou differenciation cellulaire au niveau de la peau. 

25 22. Utilisation dans une composition cosmetique pour application topique d'au 
moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide,, lesdits composes ou 
■ ladite composition etant destines a faciliter la penetration cutanee d'actifs de 
compositions cosmetiques et/ou dermatologiques. 
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23. Utilisation dans une composition cosmetique pour application topique d'au 
moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide, lesdits composes ou 



•• • , 



recue le 09/05/03 



32 

applique sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres keratiniques, une 
composition telle que definie dans I'une quelconque des revendications 13 et 14. 

18. Utilisation d'une composition comprehant au moins un compose .choisi parmi 
(i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique et (ii) un 
activateur dudit polypeptide, pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a traiter les troubles de la desquamation, en particulier 
I'hyperkeratose, la xerose, les ichtyoses, le psoriasis ou les keratoses 
reactionnelles. »• " 

19. Utilisation d'une composition comprenant au moins un compose choisi parmi 
(i) un polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique et (ii) un 
activateur dudit polypeptide, pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a favoriser la cicatrisation. ,>i 

" hi - 

20. Utilisation d'une composition comprenant au moins un inhibiteur de 
polypeptide de la famille des hydrolases a activite amidasique, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a traiter les dermatites atopiqbes. 

21. Utilisation dans une composition cosmetique pour application topique d^au 
moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide, lesdits composes ou 
ladite composition etant destines a favoriser la desquamation et/ou I'hydratation 
de la peau et/ou le renouvellement cellulaire au niveau de la peau et/ou la 
proliferation et/ou differenciation cellulaire au niveau de la peau. 

22. Utilisation dans une composition cosmetique pour application topique d'au 
moins un compose choisi parmi (i) un polypeptide de^ la. famille des hydrolases a 
activite amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide, lesdits composes ou 
ladite composition etant destines a faciliter la penetration cutanee d'actifs de 
compositions cosmetiques et/ou dermatologiques. - : . 



Ter depot 



Modifiee le 09/05/0& 



33 

. ladite composition etant destines a lutter. contre I'adhesion bacterienne au niveau 
. de la peau. . 
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23. Utilisation dans une composition cosmetique pour application topique d'au 
moins un compost choisi parmi (i) un polypeptide de la famille des hydrolases a 
activite amidasique et (ii) un activateur dudit polypeptide, lesdits composes ou 
ladite composition etant destines a lutter contre I'adhesion bacterienne au niveau 
de la peau. 
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